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UVOD 
 
   Kvasac Saccharomyces cerevisiae je jedan od najznačajnijih modelnih organizama za 
istraživanje gotovo svih bioloških procesa karakterističnih za eukariotsku stanicu. Zahvaljujući 
činjenici da DNA, koja se unese u stanicu, podliježe homolognoj rekombinaciji, razvijeni su 
rutinski postupci kojima se u kvaščev genom uvode ciljane genetičke promjene (Sherman, 
2002). Pored ogromnog značaja u znanstvenim istraživanjima, kvasac je i jedan od najvažnijih 
industrijskih mikroorganizama, a tradicionalno se koristi u bioprocesima u kojima nastaje 
etanol. Zbog svega navedenog, kvasac S. cerevisiae je prvi izbor i kao radni mikroorganizam 
u procesu proizvodnje bioetanola (Dunlop, 2011).  
   Zbog stalnog povećanja potrošnje energije, intenzivno se istražuju novi održivi izvori i načini 
proizvodnje energije, koji bi ujedno smanjili zagađenje okoliša i globalno zagrijavanje. Jedan 
od prioritetnih pravaca u tom smislu je istraživanje proizvodnje biogoriva, prvenstveno 
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina, otpadnih sirovina poljoprivrede, šumarstva i 
drvoprerađivačke industrije. Jedan od najvećih nedostataka ovog pristupa je nužnost 
predobrade lignoceluloznih sirovina u svrhu oslobađanja fermentabilnih spojeva, pri čemu 
nastaju i inhibitori rasta i fermentacije. Stoga se veliki napori ulažu u razvoj radnih 
mikroorganizama, prvenstveno kvasaca otpornih na inhibitore rasta i fermenatcije. 
   Zbog svega navedenog, opći cilj ovog rada jest doprinijeti istraživanjima čiji je cilj razvoj 
novih sojeva kvasca pogodnih za proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina. U tu svrhu, 
konkretni cilj rada je istražiti utjecaj povećane ekspresije odabranih gena (GSH1, CTA1, FLR1, 
YAP1, YDR541C, YML131W, ZWF1 i ATR1) u soju kvasca koji je izoliran iz Sladorane d.o.o. 
Županja, na njegovu otpornost prema inhibitorima rasta (octena i levulinska kiselina te 2-
furaldehid), koji nastaju tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina u postupku proizvodnje 
bioetanola. 
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TEORIJSKI DIO 
 
Korištenje kvasaca u proizvodnji bioetanola 
 
   Jedna od najstarijih tehnologija općenito je proizvodnja alkohola, alkoholnim vrenjem 
pomoću kvasaca. Ova se tehnologija održala sve do danas te se kvasci primjenjuju u 
biotehnološkim procesima proizvodnje piva, vina, prehrambenih proizvoda i biogoriva. (Dashko 
i sur., 2014). 
   Primjena kvasaca u konverziji škrobnih sirovina, poput slatkog krumpira, palme (Cycas 
revoluta) te nefermentiranog palminog soka u etanol se provode bez poteškoća. Primjenu 
lignoceluloznih sirovina, u ove svrhe je potrebno detaljnije istražiti zbog prisutnosti 
hemiceluloze i lignina u polaznoj sirovini. Naime, razgradnja navedenih komponenata uzrokuje 
pojavu inhibitora rasta radnog mikroorganizma u reakcijskoj smjesi za proizvodnju bioetanola. 
Vrsta i koncentracija određenih inihibitora ovisi o upotrijebljenoj tehnici predobrade (Jönsson 
i Martín, 2016). Hidrolizati hemiceluloze i lignina sadrže spojeve poput furfurala i  
hidroksimetilfurfurala, koji djeluju kao inhibitori rasta, te pentoze, koje divlji tip kvasca ne može 
prevesti u etanol (Ruriani i sur., 2012).  Nastali spojevi utječu na proces proizvodnje i sam 
krajnji proizvod procesa.  
   U proizvodnji bioetanola se koristi nekoliko vrsta, ali su najčešći sojevi kvasaca S. cerevisae, 
S. stipitis, S. pombe (Azhar i sur., 2017). Potrebne karakteristike kvasaca korištenih u 
proizvodnji bioetanola su tolerancija visokih koncentracija etanola, visoki prinosi, što veća 
sposobnost konverzije supstrata u etanol te tolerancija na inhibitore rasta. Zbog svega 
navedenog se, kako bi se zadovoljila isplativost proizvodnog procesa, koriste genetički 
modificirani sojevi S. cerevisiae, najčešće korištenog kvasca u ovom procesu, s potrebnim 
karakteristikama.  
 
Kvasac Saccharomyces cerevisiae 
 
   Kvasac Saccharomyces cerevisiae pripada porodici Saccharomycetaceae i redu Ascomycota. 
Haploidni genom kvasca S. cerevesiae je veličine oko 13,5 Mb, s oko 5800 gena. Ovaj 
nepatogeni mikroorganizam dobro raste na kompleksnim i kemijski definiranim podlogama, s 
generacijskim vremenom od približno 90 minuta pri 28-30 °C (Salari i Salari, 2017). Kvasac S. 
cerevisiae može postojati u haploidnom i diploidnom obliku te se kao takav može razmnožavati 
pupanjem, odnosno mitozom, a haploidni i diploidni stanični ciklus povezuje seksualna 
reprodukcija. Naime, haploidne stanice iskazuju jedan od dva tipa parenja (a ili α) pa dvije 
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haploidne stanice, isključivo različitog tipa parenja, mogu konjugirati, tj. fuzionirati u diploidnu 
stanicu (zigotu) iz koje nastaje diploidna stanica, koja ima tip parenja a/α. Kao i haploidna, 
diploidna stanica se može razmnožavati pupanjem (mitozom), ali za razliku od haploidne, može 
ući i u mejotičku diobu. Kao rezultat mejoze nastaje askus, koji sadrži četiri haploidne spore 
(dvije a- i dvije α-tipa parenja). Iz haploidnih spora se razvijaju haploidne stanice, koje se 
mogu razmnožavati mitozom (pupanjem) ili mogu konjugirati sa stanicom različitog tipa 
parenja, ponovno dajući diploidnu stanicu a/α-tipa parenja. 
(Herskowitz, 1988).  
   Kvasac je prvi eukariotski organizam čiji je genom u potpunosti sekvencioniran (Goffeau i 
sur., 1996) i ima široku primjenu kao modelni eukariotski organizam u istraživanjima apoptoze 
(Owsianowski i sur., 2008; Madeo i sur., 2002), starenja (Burhans i Weinberer, 2007; Longo i 
sur., 2012), neurodegenerativnih bolesti (Khurana i Lindquist, 2010) te genske terapije, zbog 
uspješne homologne integracije transformirajuće DNA (Hinnen i sur. 1978; Orr-Weaver i sur., 
1981). Osim toga, kvasac S. cerevisiae se koristi i u modernoj biotehnologiji za proizvodnju 
različitih lijekova (Menacho-Marquez i Marguia, 2007) i finih kemikalija (Chemler i sur., 2006). 
 
Genetičke modifikacije s pozitivnim utjecajem u proizvodnji bioetanola 
 
   Dosadašnja su istraživanja dokazala kako određeni proteini pomažu rezistenciji kvasca na 
inhibitore rasta. Mehanizmi djelovanja svih inhibitora još uvijek nisu poznati. 
   Gen ATR1 kodira za transmembranski protein Atr1 koji je odgovoran za pumpanje 
aminotriazola iz stanice i rezistenciju na štetne spojeve (Kanazawa i sur., 1988). Konstruirani 
sojevi s pojačanom ekspresijom gena ATR1 su uzgajani u prisutnosti različitih inhibitora rasta 
(koniferil aldehid, 2-furaldehid, hidroksimetilfurfural i hidrolizat smreke) te je pojačana 
ekspresija pogodovala rezistenciji na inhibitore (Alriksson i sur., 2010). Slično djelovanje ima i 
gen FLR1 (također kodira za transmembransku pumpu), tj. dokazano pozitivno utječe na 
rezistenciju stanice u prisutnosti inhibitora rasta, hidroksimetilfurfural i koniferil aldehid. 
(Alriksson i sur. 2010). 
   Gen CTA1 kodira za enzim peroksisomalnu katalazu A koji je odgovoran za zaštitu stanica 
od toksičnih agenasa i H2O2. Gen YDR kodira za enzim odgovoran na kemijske agense te 
temperaturni šok stanica, a pripada skupini ABC (ATP Binding Cassette) proteina (Miyahara i 
sur., 2014). Gen YML kodira za enzim lizozim koji pripada c-tipu (chicken-type) vrste lizozima 
te hidrolizira β-1,4-glikozidne veze (Jiang i sur., 2015). Navedeni geni utječu na rezistenciju 
na inhibitore rasta, ali njihovi mehanizmi djelovanja nisu još u potpunosti objašnjeni. 
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   Gen YAP1 kodira za transkripcijski faktor Yap1 te tako kontrolira regulon više od 32 proteina, 
koji sudjeluju u odgovoru stanice na oksidativni stres i H2O2 (Lee i sur., 1999). Istraživanja su 
pokazala kako pojačana ekspresija ovog gena pozitivno utječe na rezistenciju sojeva na 
hidroksimetilfurfural (Alriksson i sur., 2010). 
   Gen ZWF1 kodira za enzim glukoza-6-fosfat dehidrogenazu koji je uključen u pentoza-
fosfatni put i sintezu NADPH. Pojačanom ekspresijom navedenog gena je omogućen rast na 
furfuralu do koncentracije, inače toksične za kvasac S. cerevisiae. Način djelovanja nije u 
potpunosti opisan, ali su istraživanja pokazala kako enzimi uključeni u pentoza-fosfatni put 
pomažu u zaštiti i popravku oksidativnih oštećenja uzorkovanih furfuralom (Gorisch i sur., 
2005). 
   Gen GSH1 kodira za γ-glutamilcistein sintetazu i inducira se u prisutnosti oksidirajućih 
spojeva (Stephen i sur., 1995). Pojačanom ekspresijom ovog gena dolazi do nakupljanja 
glutationa u stanici te bolje zaštite stanice na djelovanje toksičnih metabolita, detoksikacije i 
antioksidativnog djelovanja (Ask i sur., 2013). 
 
Korištenje lignoceluloznih sirovina u proizvodnji bioetanola 
 
   Lignocelulozna sirovina je održiva sirovina koju biorafinerije mogu koristiti, kako bi ispunile 
sve veće potrebe za energijom. Pretvorba lignoceluloznih sirovina u biogorivo ima nekoliko 
prednosti, poput smanjenja emisije stakleničkih plinova, smanjenja ovisnosti o fosilnim 
gorivima te predstavlja poboljšanje po pitanju energetske sigurnosti (integracija s industrijama 
kojima je ova sirovina otpad, omogućava stalnu dobavu sirovine i proizvodnju etanola). Etanol 
dobiven iz lignocelulozne sirovine se često naziva i etanolom druge generacije, dok se onaj 
dobiven iz šećerne trske, kukuruza, pšenice ili neke druge škrobne sirovine naziva etanolom 
prve generacije (Kumar i sur., 2016). Sve veća upotreba algi u biotehnologiji i istraživanjima, 
dovela je do proizvodnje etanola treće generacije, čija proizvodnja ima više prednosti od 
etanola prve i druge generacije (Jambo i sur., 2016). Ipak, zbog potrebe za velikom površinom 
za postrojenje proizvodnje etanola treće generacije, istraživanja su usmjerena prema 
poboljšanju procesnih parametara proizvodnje etanola druge generacije.  
   Upotreba lignoceluloznih sirovina u proizvodnji bioetanola je obilježena većim poteškoćama 
prilikom izdvajanja celuloze i fermentabilnih molekula iz prirodnih izvora, no što je to slučaj sa 
škrobnim sirovinama, što je povezano s problemom predobrade, koja zahtjeva utrošak energije 
i kemikalija. Glavne građevne jedinice lignoceluloznih sirovina su tri polimera: celuloza, 
hemiceluloza te lignin. Ovisno o vrsti lignocelulozne sirovine, polimeri su različito raspoređeni 
u prostoru, zajedno s drugim komponentama (acetilne grupe, minerali, fenolni supstituenti). 
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Robusnost i otežano manipuliranje ovom sirovinom su posljedica kristaličnosti celuloze, 
hidrofobnosti lignina te inkapsulacije celuloze lignin- hemiceluloznim matriksom (Isikgor i 
Becer, 2016). 
   Niska pretvorba enzima u količine dostatne za upotrebu, nepotpuna pretvorba šećera u 
goriva i kemikalije te potrebna provedba destilacije, postupak još uvijek čine neefikasnim i 
izrazito skupim (Kumar i sur., 2016). Stoga se provode intenzivna istraživanja na ovom polju, 
kako bi se optimirali uvjeti procesa te poboljšala njegova produktivnost. 
 
Predobrada lignoceluloznih sirovina 
 
   Prije početka fermentacije i konverzije lignocelulozne sirovine u bioetanol, potrebno je 
provesti odgovarajuću predobradu sirovine. Kako bi se lignocelulozna sirovina rastavila na 
svoje osnovne komponente (celuloza, hemiceluloza i lignin), nije dovoljno upotrijebiti procese 
s jednim korakom predobrade (piroliza) zbog neučinkovitosti procesa. Razlikuju se mehaničke, 
kemijske, fizikalno-kemijske, biološke metode ili kombinacija više metoda (Isikgor i Becer, 
2016). 
   Kiselinskom predobradom lignoceluloznih sirovina se oslobađaju oligo- i disaharidi, heksoze, 
pentoze te fenolne komponente. Daljnjim tretmanima dobivenih komponenti, oslobađaju se 
jednostavniji spojevi, među kojima su šećeri glukoza, manoza, galaktoza te ksiloza i arabinoza, 
koji mogu biti konvertirani u etanol. Uz šećere, nastaju i furani te alifatske karboksline kiseline 
(octena, levulinska kiselina i dr.), koji inhibiraju rast radnog mikroorganizma i time ometaju 
proces konverzije lignoceluloznih sirovina u etanol.  
   Istraživanja u području razvoja novih metoda predobrade lignoceluloznih sirovina su od 
iznimnog značaja za povećanje efikasnosti i smanjenja troškova procesa proizvodnje etanola. 
Integracija različitih metoda predobrada s drugim procesima poput ošećerenja, detoksifikacije 
i fermentacije hidrolizata, mogu značajno smanjiti ukupne troškove procesa (Isikgor i Becer, 
2016). Ujedno su integracije ovih procesa i metoda u skladu sa strategijama Europske unije, 
koje ističu potrebu za razvojem i implementacijom integriranih, ekonomski i ekološki isplativih 
procesa. 
 
Inhibitori rasta nastali predobradom lignoceluloznih sirovina 
 
   Kako je ranije spomenuto, predobradom lignoceluloznih sirovina, uz oslobađanje 
jednostavnijih šećera potrebnih za fermentaciju u etanol, oslobađaju se i komponente koje 
inhibiraju rast mikroorganizama koji provode fermentaciju.  
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   Furfural (2-furaldehid) i 5-hidroksimetilfurfural (HMF) su glavni toksični derivati furfurana, 
nastali kiselinskom predobradom lignoceluloznih sirovina. Prisutnost navedenih komponenata 
uzrokuje smanjeno preživljenje radnog mikroorganizma, smanjenje prinosa etanola te 
produktivnosti. Istraživanja su pokazala kako postoje zajednički metabolički putevi u razgradnji 
furfurala i HMF-a, a za razgradnju je potrebna prisutnost proteina kojima kodira hmf skupina 
gena (Koopman i sur., 2010)  
   Levulinska kiselina, poznata još kao i 4-oksopentanska kiselina, se razmatra kao obećavajući 
intermedijer u sintezi nekolicine važnih kemikalija, otapala, aditiva i farmaceutika (Pileidis i 
Titirici, 2016). Ipak, u metabolizmu je levulinska kiselina kompetitivni inhibitor δ-ALA 
dehidrataze, enzima koji katalizira kondenzaciju dviju molekula δ-aminolevulinske kiseline u 
monopirol porfobilinogen, intermedijera biosintere porfirina. (Jaenchen, 1981). Time inhibira 
rast radnog mikroorganizma u procesu proizvodnje etanola iz lignoceluloznih sirovina i 
smanjuje prinos željenog proizvoda. 
   Prisutnost octene kiseline uzrokuje inhibiciju enzima u metaboličkom putu sinteze metionina 
u stanici mikroorganizma. Octena kiselina inhibira enzim koji omogućava reakciju prevođenja 
homocisteina u metionin, čime dolazi do nakupljanja homocisteina u stanici. Ovaj je spoj 
toksičan te njegovim nakupljanjem u stanici dolazi do smrti stanice. Također, inhibicija 
octenom kiselinom se objašnjava i time da je mikroorganizam auksotrof na metionin, budući 
ga nije više u mogućnosti sam sintetizirati. (Roe i sur., 2002) 
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MATERIJALI I METODE 
 
Materijali 
 
Mikroorganizmi 
 
U ovom radu je korišten soj ZUPura, auksotrofni mutant ovisan o uracilu, a konstruiran je 
inaktivacijom svih kopija gena URA3 u soju ZUP, metodom CRISPR-Cas9 (Žunar, usmeno 
priopćenje). Ishodni soj ZUP je prototrof, izoliran iz pogona Sladorana d.o.o. Županja (Šantek, 
usmeno priopćenje), a preliminarni rezultati molekularno genetičke analize ukazuju da je on 
triploid (Žunar, usmeno priopćenje). 
 
Plazmidi 
 
Plazmidi, čije su mape prikazane na slikama 1 i 2, su korišteni za istraživanje utjecaja pojačane 
ekspresije pojedinih gena na otpornost kvasca na neke inhibitore rasta. Plazmid pSP-GHS1 
konstruiran je ugradnjom gena GSH1 u plazmid pSP-G2-AC (Slika 1), a plazmid pSP-G2 je 
početni plazmid iz kojeg su, ugradnjom odgovarajućih gena, konstruirani ostali plazmidi 
prikazani na slici 2 (Štafa, žunar, usmeno priopćenje). Svi plazmidi korišteni u ovom radu (Slika 
1 i 2) sadrže ishodište replikacije ori i gen bla (odgovoran za rezistenciju na antibiotik ampicilin) 
pa se mogu replicirati i selekcionirati u bakteriji Escherichi coli. Osim toga, svi plazmidi sadrže 
i kvaščev gen URA3 koji omogućava selekciju kvaščevih stanica, transformanata koji sadrže 
ove plazmide. Plazmidi pSP-GSH1 i pSP-G2-AC (Slika 1) se u kvascu samostalno repliciraju, 
zahvaljujući sekvencijama ARS i CEN dok plazmidi pSP-CTA1, pSP-FLR1, pSP-YAP1, pSP-
YDR541C, pSP-YML131W, pSP-ZWF1, pSP-G2 i pSP-ATR1 (Slika 2) sadrže ishodište replikacije 
kvaščevog plazmida 2µ. 
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Slika 1. Mape plazmida pSP-G2-AC i pSP-GSH1 
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Slika 2. Mape plazmida pSP-G2 i njegovih derivata 
 
 
Hranjive podloge 
 
Sve hranjive podloge su sterilizirane u autoklavu kroz 20 minuta, na 121 °C te čuvane na 
sobnoj temperaturi. U podloge je dodano 20 gL-1 agara, prije sterilizacije. 
 
Kompletna (kompleksna) podloga (YPD) 
Bacto-pepton 20 gL-1 
Kvaščev ekstrakt 10 gL-1 
Glukoza 20 gL-1 
H2O nadopuniti do 1 L 
 
Kemijski definirana podloga 
Izvor dušika iz kvasca bez aminokiselina i amonijevog sulfata   1,7 gL-1 
Amonijev sulfat  5,0 gL-1 
Glukoza  20,0 gL-1 
Drop out (smjesa aminokiselina, D.O.)  1,3 gL-1 
H2O nadopuniti do 1 L 
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Smjesa aminokiselina (drop-out powder; bez uracila)  1,3 g 
adenin (hemisulfatna sol)  2,5 g 
L-arginin (HCl)  1,2 g 
L-aspartatna kiselina  6,0 g 
L-glutaminska kiselina  6,0 g 
L-histidin  1,2 g 
L-leucin  3,6 g 
L-lizin  1,8 g 
L-metionin  1,2 g 
L-fenilalanin  3,0 g 
L-serin  22,5 g 
L-treonin  12,0 g 
L-triptofan  2,4 g 
L-tirozin  1,8 g 
L-valin  9,0 g 
   
 
Otopine za određivanje utjecaja inhibitora na rast mikroorganizma 
 
Za određivanje utjecaja inhibitora na rast različitih sojeva kvasca, korištene su 2 M matične 
otopine octene i levulinske kiseline te 2-furaldehida koje su dodavane u hranjive podloge do 
određene koncentracije.   
 
Metode 
 
Određivanje preživljenja mikroorganizma na krutim podlogama s inhibitorima rasta 
 
U ovom radu, otpornost sojeva kvasca na inhibitore rasta je određena na temelju porasta 
kolonija na krutim podlogama („spot metoda“). Soj kvasca se uzgoji do stacionarne faze rasta 
u 1,5 mL odgovarajuće tekuće hranjive podloge te se 5 µL odgovarajućeg decimalnog 
razrjeđenja, u obliku kapljice, nacijepi na krutu hranjivu podlogu koja sadrži inhibitor rasta.   
 
 
 
12 
 
REZULTATI I RASPRAVA 
 
Glavni cilj ovog rada je bio istražiti utjecaj pojačane ekspresije osam odabranih gena (ATR1, 
CTA1, FLR1, GSH1, YAP1, YDR541C, YML131W i ZWF1) na otpornost kvasca na neke inhibitore 
rasta, koji nastaju tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina u svrhu proizvodnje bioetanola. 
Stoga je soj kvasca ZUPura transformiran s osam plazmida koji nose odgovarajuće gene (ATR1, 
CTA1, FLR1, GSH1, YAP1, YDR541C, YML131W i ZWF1) i još dva kontrolna plazmida odnosno 
ekspresijska vektora koji ne sadrže niti jedan od istraživanih gena (pSP i pSP-G2-AC). 
Otpornost svih deset ovako konstruiranih sojeva kvasca na inhibitore rasta (octena i levulinska 
kiselina te 2-furaldehid) je određena na kompleksnoj (kompletnoj) i kemijski definiranoj 
hranjivoj podlozi metodom koja se naziva „spot test“.  
 
Otpornost sojeva kvasca na inhibitore rasta 
 
Utjecaj pojačane ekspresije pojedinih gena (ATR1, CTA1, FLR1, GSH1, YAP1, YDR541C, 
YML131W i ZWF1) na inhibitore rasta (octena i levulinska kiselina te 2-furaldehid) je istražen 
određivanjem otpornosti odabranih sojeva, odnosno transformanata soja ZUPura, 
odgovarajućim plazmidima koji su prikazani na slikama 1 i 2. Otpornost sojeva na inhibitore 
rasta je određena metodom koja se naziva „spot test“ (opisana u poglavlju Određivanje 
preživljenja mikroorganizma na krutim podlogama s inhibitorima rasta). Pri tom je 
netransformirani soj ZUPura uzgojen u kompletnoj kemijski definiranoj podlozi, dok su 
transformirani sojevi uzgojeni u kemijski definiranoj podlozi bez uracila. 
Otpornost na inhibitore rasta je određena i na kompleksnoj (kompletnoj) i na kemijski 
definiranoj krutoj hranjivoj podlozi. Prednost kemijski definirane podloge je u tome da na 
kemijski definiranoj podlozi bez uracila mogu rasti samo stanice koje sadrže plazmid (zbog 
gena URA3), čime je spriječen gubitak plazmida iz analiziranih stanica odnosno sojeva. S druge 
strane, stanice kvasca značajno se brže razmnožavaju na kompleksnim hranjivim podlogama, 
ali na njima nije moguće spriječiti gubitak plazmida. 
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Otpornost na octenu kiselinu 
 
U eksperimentu određivanja otpornosti sojeva kvasca na octenu kiselinu, na krutim hranjivim 
podlogama nije porasla niti jedna kolonija, najvjerojatnije jer su korištene previsoke 
koncentracije octene kiseline (60 i 80 mM). Naime, poznato je da kvasci  imaju metaboličke 
puteve koji im omogućavaju korištenje manjih koncentracija slabih organskih kiselina kao izvor 
ugljika i to ima pozitivan utjecaj na prinos etanola (Jönsson i sur., 2013). Međutim, visoke 
koncentracije organskih kiselina inhibiraju rast kvasaca jer prolaze kroz staničnu membranu i 
zakiseljavaju citoplazmu stanice (Palmqvist i Hahn-Hägerdal, 2000). 
 
Otpornost na levulinsku kiselinu 
 
Rezultat „spot testa“ za levulinsku kiselinu koncentracije 60 mM je prikazan na slici 3, a 
postotak preživljenja sojeva kvasca transformiranih odgovarajućim plazmidima prikazan je na 
slici 4. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3. Rezultat "spot testa" za levulinsku kiselinu. Prikazane su porasle kolonije na kemijski 
definiranoj podlozi bez uracila, u prisutnosti 60 mM levulinske kiseline. Nazivi nacijepljenih 
sojeva na pločama odgovaraju genima i plazmidu s pojačanom ekspresijom u soju.  
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Slika 4. Otpornost sojeva kvasca na levulinsku kiselinu. Prikazan je postotak preživljenja 
sojeva kvasca odnosno transformanata transformiranih odgovarajućim plazmidima na 
levulinsku kiselinu u kompleksnoj (A) i kemijski definiranoj podlozi (B). Rezultati su prikazani 
u odnosu na preživljenje sojeva u odsutnosti inhibitora koje iznosi 100 %. 
 
Iz rezultata prikazanih na slici 4 se jasno vidi kako je preživljenje sojeva kvasca veće na 
kompleksnoj nego na kemijski definiranoj podlozi, što može biti posljedica  različite pH-
vrijednosti, razlike u brzini rasta ili protektivnog djelovanja jedne ili više komponenti 
kompleksne hranjive podloge. S druge strane, neočekivano je da transformirani sojevi 
pokazuju veće relativno preživljenje pri većoj koncentraciji levulinske kiseline, ali se može 
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primijetiti pozitivan efekt odabranih gena. Pri tome se posebno ističe gen YAP1, koji u 
potpunosti anulira inhibitorno djelovanje 160 mM levulinske kiseline (slika 4 A). Također je 
neočekivano da prazni plazmidi (pSP-G2 i pSP-G2-AC) povećavaju preživljenje na inhibitore 
rasta na kemijski definiranoj podlozi (Slika 4 B). Međutim, to može biti povezano s brojem 
kopija plazmida, koji je neophodan za preživljenje stanica na podlozi bez uracila. Naime, vrlo 
je vjerojatno da se prazni plazmidi uspješnije repliciraju jer su manji i nema ekspresije gena 
koja bi mogla interferirati s replikacijom plazmida. 
  
Otpornost na 2-furaldehid 
 
Rezultati „spot testa“ za 5 mM 2-furaldehid prikazani su na slici 5, a iz postotka preživljenja 
(slika 6) vidi se da je, kao i u slučaju levulinske kiseline (prethodno poglavlje), preživljenje na 
kompleksnoj podlozi značajno veće nego na kemijski definiranoj podlozi. Tako preživljenje 
sojeva kvasca na kompleksnoj podlozi iznosi 75 do 90 %. Na kemijski definiranoj podlozi 
najveće preživljenje imaju sojevi transformirani plazmidima koji nose gene YAP1, GSH1, ATR1 
i CTA1 (od 30 do 40 %). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Slika 5. Rezultat "spot testa" za 2-furaldehid. Prikazane su porasle kolonije na kemijski 
definiranoj podlozi bez uracila, u prisutnosti 5 mM 2-furaldehida. Nazivi nacijepljenih sojeva 
na pločama odgovaraju genima i plazmidu s pojačanom ekspresijom u soju.   
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Slika 6. Otpornost sojeva kvasca na 2-furaldehid. Prikazan je postotak preživljenja sojeva 
kvasca odnosno transformanata, transformiranih odgovarajućim plazmidima na 2-furaldehid 
u kompleksnoj (A) i kemijski definiranoj podlozi (B). Rezultati su prikazani u odnosu na 
preživljenje sojeva u odsutnosti inhibitora koje iznosi 100 %. 
 
Rezultati prethodnih istraživanja su također pokazali kompleksno djelovanje 3-furaldehida na 
stanice kvasca. Naime, djelovanje 2-furaldehida na stanice ovisno je o koncentraciji, gustoći 
stanica i uvjetima uzgoja (Palmqvist i sur., 1999), a djelovanje inhibicije se očituje se na 
enzimima glikolize i citratnog ciklusa, koji su uključeni u energetski metabolizam (Soccol i sur, 
2001). 
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Ukupni rezultati ovog rada upućuju na zaključak da se djelovanje pojedinih inhibitora i pozitivan 
utjecaj pojedinih gena na preživljenje sojeva kvasca značajno razlikuje na kompleksnoj i 
kemijski definiranoj podlozi. Međutim, čini se da dva gena, YAP1 i CTA1, značajno doprinose 
otpornosti sojeva kvasca i na levulinsku kiselinu i na 2-furaldehid, a još dva gena, ATR1 i GSH1,  
važna su samo za otpornost na 2-furaldehid. 
 
Također, treba primijetiti da nekonzistentnost nekih rezultata može biti posljedica greške 
tijekom eksperimentalnog rada, ali i mogućnosti gubitka plazmida na kompleksnoj podlozi, 
selektivnog pritiska na kemijski definiranoj podlozi te interferencije između ekspresije gena čiji 
se utjecaj istraživao i uspješnosti replikacije plazmida. 
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ZAKLJUČCI 
 
Na temelju rezultata i provedene rasprave, moguće je zaključiti: 
1. Pojačana ekspresija gena YAP1 i CTA1 doprinosi otpornosti kvasca na levulinsku 
kiselinu i 2-furaldehid. 
 
2. Uz gene YAP1 i CTA1, na otpornost kvasca prema 2-furaldehidu pozitivno utječu i 
geni ATR1 i GSH1. 
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